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摘要 
胆管癌（Cholangiocarcinoma，CCA）是仅次于肝细胞癌的第二大肝脏常见
恶性肿瘤，预后差，胆管癌患者的五年生存率仅为 5%，而且，近年来其发病率
和死亡率呈逐年上升趋势，但是目前对胆管癌发生发展机制的研究还不够深入。 
FBW7α（F-box and WD repeat domain-containing 7）是一种 E3 泛素连接酶，
可以通过介导底物蛋白的泛素化降解而调控细胞增殖、分化、凋亡、基因组稳定
性等细胞进程。FBW7α 是一种肿瘤抑制蛋白，在很多肿瘤中发现 FBW7 的表达
减少或者功能缺失，其中，在胆管癌中的突变率最高为 35%。然而，当前关于
FBW7 在胆管癌发生发展中的功能尚不清楚。 
在本研究中，我们通过慢病毒包装转染上调FBW7α在胆管癌细胞系QBC939
和 MZ-Cha1 中的表达，发现 FBW7α上调可以抑制胆管癌细胞的增殖能力、克隆
形成能力以及在 BALB/c 裸小鼠中的皮下成瘤能力。我们进一步对 FBW7α的常
见作用底物 c-myc 和 cyclinE 的表达进行检测，发现在胆管癌细胞中上调 FBW7α
可以显著抑制 c-myc 和 cyclinE 的蛋白表达水平，但不能减少 c-myc 和 cyclinE
的 mRNA 表达水平，提示 FBW7α对 c-myc 和 cyclinE 的调节发生在转录后水平。
然后，我们分别用蛋白质翻译抑制剂 CHX（cycloheximide）和蛋白酶体抑制剂
MG132 处理胆管癌细胞系，发现 CHX 处理后的 FBW7α 过表达组中 c-myc 和
cyclinE 的半衰期明显缩短，而在 MG132 处理后的 FBW7α过表达组对 c-myc 和
cyclinE 的蛋白表达抑制作用明显减弱。这些结果证实了在胆管癌细胞中，FBW7α
可以通过泛素蛋白体途径降低 c-myc 和 cyclinE 的蛋白表达水平来抑制胆管癌细
胞的增殖能力。 
关键词：胆管癌；FBW7α；c-myc；cyclinE  
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Abstract 
Cholangiocarcinoma (CCA) is the second most common primary hepatic 
malignancy after hepatocellular carcinoma (HCC). CCA is characterized by poor 
prognosis and a 5% 5-year survival rate. Recent years, the incidence and mortality of 
CCA is increasing, but the molecular mechanisms remain unclear. 
F-box and WD repeat domain-containing 7α (FBW7α) is a component of the 
ubiquitin ligase (E3), which has been found to be involved in numerous cellular 
processes including cell proliferation, differentiation, apoptosis and 
the genomic stability. FBW7 is considered as a tumor suppressor protein and the 
FBW7α gene is mutated in a variety of human tumors. FBW7α mutations were most 
frequent in cholangiocarcinoma with the highest mutation frequencies (35%). 
However, its involvement in human cholangiocarcinoma progression is not clear. 
In our study, we found that up-regulation FBW7α in QBC939 cells and MZ-Cha1 
cells inhibited cell proliferation, colony formation and tumorigenic potential in 
BALB/c mice. Up-regulation FBW7α decreased the protein levels of c-myc and 
cyclinE, but did not either decreased the mRNA levels, indicated that the effect of 
FBW7α on c-myc and cyclinE was at post-transcription levels. Then, cells treated with 
cycloheximide (CHX) and  proteasome inhibitor MG132 respectly. We found that 
compared with control group, cells with FBW7α overexpression have shorter 
half-lives after CHX treated, and MG132 blocked the effect of FBW7α on inhibition 
of c-myc and cyclinE protein expression. The results suggested that FBW7α decreased 
the protein expression of c-myc and cyclinE was mediated by ubiquitin-proteasome 
pathway. Taken together, FBW7α inhibited the ability of proliferation by decreasing 
the protein expression of c-myc and cyclinE in CCA cells.  
 
Key words: cholangiocarcinoma; FBW7α; c-myc; cyclinE 
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第一章 前言 
 1.1 胆管癌 
胆管癌（Cholangiocarcinoma，CCA）是起源于肝内或肝外胆管上皮的恶性
肿瘤，占肝胆系统恶性肿瘤的10% -15%，是仅次于肝细胞癌的第二大肝脏常见
恶性肿瘤[1]，因其恶性程度极高，容易转移，包括手术切除病人在内的全部胆管
癌患者的5年生存率仅为5%[2]。胆管癌的起病隐匿，临床症状及体征出现晚，早
期诊断困难，而且预后较差，当前手术切除是其唯一的治愈性治疗方法。近年胆
管癌在各地的发病率逐年上升的趋势，但是其恶性程度极高且发病机制尚不清
楚，使得胆管癌成为临床上重点攻坚的疾病之一，引起国内外的大量研究。 
1.1.1 胆管癌的流行病学特征 
从世界范围看，胆管癌发病的高峰年龄在 70 岁，平均发病年龄在 50 岁左右，
男性略多于女性[3]。而且，胆管癌的发病率在世界范围内差异很大，东南亚发病
率最高，非洲最低[4]。近年来，各地的研究报道发现，肝内胆管癌的发病率及死
亡率均有上升趋势，肝外胆管癌的发生率及病死率则呈下降趋势，其中的原因还
不清楚[5, 6]。 
1.1.2 胆管癌的分类 
临床上根据解剖学部位将胆管癌分为两类，即肝内胆管癌（Intrahepatic 
cholangiocarcinoma, ICC）和肝外胆管癌（Extrahepatic cholangiocarcinoma, ECC）
[7]。肝内胆管癌是指位于二级胆管以上的肝内小胆管癌，也称外周型胆管癌；肝
外胆管癌是指左、右肝管及其二级分叉、肝总管、胆总管处的肿瘤。这种分类与
胆管癌在临床上的表型相符合。肝内胆管癌位于肝实质内，表现为肝内肿块，肝
外胆管癌位于大肝胆管内，表现为胆管梗阻，其中，肝外胆管癌占所有胆管癌的
80% -90%[7]。肝外胆管癌按肿瘤的部位可分为上段胆管癌、中段胆管癌、下段胆
管癌，上段胆管癌是最多见的。 
1.1.3 胆管癌的致病因素 
由于胆管癌的发病率低以及发病地区比较分散，导致其病因学研究受到限
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制，所以目前关于胆管癌的致癌因素尚未明确。现在较为公认的流行病学危险因
素有肝胆结石、原发性硬化性胆管炎、先天性胆管扩张症、肝炎病毒、幽门螺杆
菌、肝吸虫、胆肠吻合术、年龄、化学致癌物等[8]。最近也有研究指出，肥胖症、
糖尿病、HIV 感染也是胆管癌发病的潜在危险因素[9]。有研究认为，胆管癌的发
生过程可能包括胆管持续炎症、胆管上皮不典型增生、胆管癌等阶段[10]。目前，
通过对胆管癌致病因素的研究也发现许多危险因素都可以引起胆管上皮慢性炎
症的发生。比如，肝胆结石是出现在肝胆系统内的固体块状物，可以通过对胆道
的反复机械刺激导致胆道内炎症[11, 12]，原发性硬化性胆管炎表现为胆管内外纤维
样变，通常也都会引起胆道的炎症性病变[13]。 
1.1.4 胆管癌发生的分子机制 
与许多肿瘤的发病机制相似，胆管癌的发生发展也是一个多因素参与的过
程，涉及多种信号通路[14, 15]，包括癌基因的激活、抑癌基因的失活、肿瘤的转移、
细胞周期的调控失常、肿瘤遗传学和表观遗传学改变等方面[16]。通过分子与细胞
生物学的研究发现，胆管癌细胞中许多与细胞增殖、凋亡、转移等有关的基因出
现了点突变、缺失和过度表达等。比如，转化生长因子 β（TGF-β）在细胞生长、
分化、迁移、凋亡、粘连、生存和免疫中发挥重要作用，TGF-β受体发生突变可
抑制 TGF-β 的抗细胞增殖作用，在胆管细胞恶变过程中 TGF-β 信号发生缺失促
进肿瘤增殖[17]，同时，这种缺失还会促进胆道纤维组织的沉积[18]。Ras 基因族
的成员有 K-ras 、H-ras 及 N-ras ，所编码的 Ras 蛋白具有 GTP 酶活性，与其
下游的 Raf 、MEK 及 MAPK 等构成了经典的信号转导通路。Ras 蛋白可由 Ras 
基因单点突变发生氨基酸置换而被持续激活, 导致细胞异常增殖，研究发现，
K-Ras 突变率在肝内胆管癌为 0-56%，在肝外胆管癌为 0-100%[19]。P53 基因可引
起细胞周期停滞并抑制 Bcl-2 蛋白表达从而抑制肿瘤生长，在上皮细胞肿瘤中经
常发现 P53 基因突变，胆管癌患者中该基因突变率高达 20-80%[19]。 
1.1.5 胆管癌的治疗 
手术切除是唯一有可能治疗胆管癌的方法，但是，由于胆管癌的起病隐匿，
从出现临床症状到确诊，大多数患者的病情已发展至晚期，失去了手术机会，使
得外科手术切除率低，患者术后的生存率也很低。目前，临床上对胆管癌的治疗
原则是，对可切除病例以手术切除为主，术后配合放疗及化疗，以提高患者的长
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期存活率；对于不能切除的晚期病例，可通过胆道引流手术减少对肝脏的损害以
及并发症的发生，进而改变癌症进程、延长患者生命。在胆管癌的药物治疗方面，
胆管癌对许多常规的化疗药物不敏感，一些药物如顺铂、5-氟尿嘧啶、丝裂霉素
C 等的单独治疗效果较差，但是联合使用其疗效会有显著改善，临床上常用吉西
他滨联合铂类抗肿瘤药，再加用埃罗替尼来增强抗肿瘤效果。 
1.2 FBW7 (F-box and WD repeat domain-containing 7) 
1.2.1泛素-蛋白酶体系统(Ubiquitin-proteasome System, UPS) 
泛素-蛋白酶体系统 UPS 是真核细胞内一种主要的蛋白质降解途径，可参与
基因转录、细胞周期、细胞程序性死亡、DNA 的损伤和修复等多个调节过程，
泛素化系统的异常将导致细胞生命活动的失调，或者病变，甚至导致肿瘤发生[20]。 
泛 素 - 蛋 白 酶 体 系 统 主 要 由 泛 素 (Ubiquitin ， Ub) 、 泛 素 活 化 酶
(Ubiquitin-activating enzyme，E1)、泛素结合酶(Ubiquitin conjugases，E2)、泛素
连接酶(Ubiquitin ligases，E3)、26S 蛋白酶体(26S proteasome)和去泛素化酶
(Deubiquitinating enzyme，DUB)组成[21, 22]。泛素 Ub 是由 76 个氨基酸残基组成
的小分子多肽，受多种基因编码控制，高度保守，它的作用是依赖于 ATP 的酶
促反应对靶蛋白进行泛素化标记。泛素活化酶 E1 通过在泛素的羧基末端和 El
自身激活位点半胱氨酸之间形成一个硫酯键而激活泛素，激活的泛素被转移到泛
素结合酶 E2 上。泛素连接酶 E3 可以对蛋白底物特异性识别，从而将结合在 E2
上的泛素和底物蛋白相结合，促使泛素转移到需要降解的底物蛋白上[23]。如此反
复，多个 Ub 通过肽键连接形成多聚泛素链，使底物蛋白发生泛素化。26S 蛋白
酶体即含有多种蛋白酶的蛋白体，存在于几乎所有真核细胞的细胞质和细胞核
中，能特异性识别带有多聚泛素的靶蛋白并将其降解。最后，在去泛素化酶 DUB
的作用下将泛素链解离成泛素单体 Ub，使得 Ub 可被重复利用。我们将一个或
者多个泛素分子在一系列酶的级联作用下与蛋白质分子共价结合的过程称为蛋
白质的泛素化，蛋白质泛素化过程如图 1 [24]所示。  
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引自 Gong B et al.，2016 
图 1.1 蛋白质泛素化过程 
1.2.2 FBW7的发现 
在细胞中，目前只发现一种泛素激活酶 E1，E1 在细胞质和细胞核中均有表
达，E1 基因的缺失是致死性的。与 E1 的情形不同，泛素结合酶 E2 已经发现有
几十种，不同的 E2 之间均含有一段同源序列，这可能与 E2 和 E3 之间的结合有
关。 
蛋白质被泛素化修饰的过程中只有泛素连接酶 E3 能够特异性的识别底物蛋
白，因而具有关键性的作用。到目前为止，在人体细胞中已经发现的泛素连接酶
已超过 600 种，正是由于泛素连接酶的这种种类多样性保证了细胞内多种蛋白能
够得以有效地调节。根据这些已经发现的 E3 序列的不同可以分为四类，含有
HECT(（homology to E6AP C-terminus）结构域的 E3，含有环指状结构域 RING
的 E3，含有 UBOX 结构域的 E3 和含有 RBR（ring between ring fingers）结构域
的 E3。其中，含有环指结构域 RING 的 E3 的特点是有一个保守的组氨酸和半胱
氨酸残基复合体，在复合体的中心有两个 Zn2 +离子。含有环指结构域的 E3 又可
分为两种，一种是单体蛋白，常见作用于 P53、表皮生长因子受体和血小板衍生
因子受体的泛素化修饰，另一种是多蛋白组成的复合体，包括 SCF、有丝分裂后
期促进复合体、VBC-Cul2 复合体三种。 
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SCF 型泛素连接酶是研究的较为广泛的一种，SCF 型泛素连接酶的结构包
括 4 个部分：F-box 蛋白、Skp1 蛋白、cullin-1 蛋白、Rbx1 蛋白。F-box 蛋白首
先在周期蛋白 F 中鉴定出来的，含有一段约 40 个氨基酸的基序，能够特异性识
别和结合靶蛋白，通常结合磷酸化的底物蛋白。目前人体中已经发现的 F-box 蛋
白约有 70 多种，但是对大多数 F-box 蛋白的功能和作用底物还不清楚，其中，
FBW7（F-box and WD repeat domain-containing 7）是 F-box 蛋白中研究的比较深
入的一种[25]。FBW7 也称 FBXW6/7[26]、CDC4[27]、SEL-10[28]、AGO[29]等，因为
该蛋白是由多家实验室几乎同时发现的，从而有不同的命名，目前较常用的名称
是 FBW7/FBXW7。 
1.2.3 FBW7的生物学特征 
人的 FBW7 基因位于 4 号染色体（4q31）上，大约包含 200 个碱基序列，
在许多肿瘤中这段序列发生了缺失[30]。根据第一个独立外显子的不同 FBW7 可
分为 3 种亚型，即 FBW7-α、β、γ [31]。三种亚型的细胞内定位和组织表达特异性
不同，在细胞定位方面，FBW7α 主要分布在核质，FBW7β 主要分布在胞质，
FBW7γ 主要分布在核仁[30]；在组织特异性表达方面，FBW7α 的 mRNA 几乎在
所有组织中都高表达，FBW7β的 mRNA 在大脑和睾丸中的表达较多，而 FBW7γ
的 mRNA 是在心脏和骨骼肌表达较多[32]。相比其他两种亚型，FBW7α的表达量
要高很多，而且，FBW7 参与泛素化降解的大多数底物蛋白是由 FBW7α 进行泛
素化修饰的，比如 c-myc、cyclinE 的降解[32]。 
三种亚型的结构除了 N 端第一个外显子不同外，余下的三个结构都相同，
即：F-box 结构域、WD40 结构域和 D 结构域[33]。F-box 与 Skp1 结合以募集 SCF
的其他组分，形成完整的 FBW7 蛋白复合物。FBW7 对底物的降解有单聚体和二
聚体两种作用方式，D 结构域有助于 FBW7 二聚体的形成。D 结构域之后是一个
七串联重复的 WD40 结构域，其可以识别底物蛋白上被磷酸化修饰的序列，进
而介导 FBW7 与底物蛋白结合[34]。底物蛋白上可以被磷酸化修饰的部位是一段
保守的氨基酸序列，称作磷酸降解决定子（Cdc phosphodegrons，CPD），FBW7
所有的作用底物都含有 CPD 结构，通过特异性识别底物蛋白 CPD 的磷酸化而将
其降解[35]。 
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